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Zusammenfassupg: 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Feststellen optimaler Implantationsbedingun- 
gen. Es ist die Aufgabe gestellt, den Zeitpunkt einer erfolgversprechenden Implantation 
des Embryos im aktuellen und/oder daraus schlieBend die Rezeptivitat im Folgezy Wus 
zu bestimmen. Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Bestimmung von en- 
dometrialem hCG in def Schleimhaut der Cervix und des Corpus uteri (u,a. evt Mund- 
schleimhaut), des Peripherblutes der sekretorischen Zyklusphase oder im Men- 
strualbfut. 

DafOr werden spez'rfische Antik6rper mit dem Epitop zum C-terminalen Ende der phCG- 
' Untereinheit im ELISA-Test verwendet, die Aminosauredifferenzen im Exon 2 und Exon 
3 der phCG-Untereinheit zwischen endometrialem und trophoblastaren Gewebe erken- 
nen und quantifizieren kohnen. 



Verfahren zum Feststellen optimaler Implantationsbedingungen durch Bestim- 
men von humanem endometrialen Choriongonadotropin 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Feststellen optimaler Implantationsbedingun- 
gen durch die Bestimmung von humanem endometrialen hCG und/oder phCG im Se- 
rum, Plasma und im Peripherbiut der Lutealphase (prospektiv) sowie im Menstrualblut 
(retrospektiv). Die Freisetzung des endometrialem hCG ist Ausdruck ungestorter se- 
kretorischer Transformation des Endometriums. 

Die Erfindung betrifft feimer einen Testkit zur Durchfuhrung des Verfahrens. 

Es ist bereits bekannt, das trophoblastare Gesamtmolekul hCG (Total-hCG) allein Oder 
in der Summe mit den freien Untereinheiten zu bestimmen. Dafur sind unterschiedliche 
Testkits vorgeschlagen worden, die mit unterschiedlicher Spezifitat arbeiten (1) und die 
Bestimmung von holo-hCG (Total-hCG), phCG und ctCG ermoglichen (2). Die Hetero- 
genic des hCG im biologischen Material (intaktes a,p-Heteredimer, freies aCG, freies 
phCG, phCG core-Fragment, nicked hCG, nicked phCG), bezogen auf die Bindung an 
den jeweilig verwendeten Antikorper, erschweren die genaue Bestimmung und die 
Standardisierung eines Nachweisverfahrens fur das endometrial hCG (3-5).Eine zu- 
satzliche Heterogenitat der hCG-Bestimmung in der spaten Lutealphase und fruhen 
Schwangerschaft kann im geringen Grad auch zwischen den vier nattven, hyperglyko- 
sylierten Oder desialylierten Kohlenhydratseitenketten dies C-tferminalen Endes (CTP) 
von phCG (Aminosaure 113 - 145), wie sie different zwischen fruher und mittlerer 
Schwangerschaft und bei Chorioncarcinom rm trophoblastaren phCG beobachtet wor- 
den sind, auftreten (4, 6-10). Weiterhin kann die Variation des Alanin, A (Endometrium) 
und Aspartat, D (Trophoblast)in der Aminosaureposition 117 des C-terminalen Endes 
von- phCG (pCG-CTP) bei endometrialem, blastozytarem und trophoblastarem phCG 
fur die Epitop-Spezifitat des verwendeten Antikorpers von Bedeutung sein (11). Neben 
der bekannten Anderung der Aminosauresequenz in Position 117 des CTP vom Exon 
3 des phCG.fQr nicht-trophoblastares hCG haben wir eine weitere Differenz der Ami- 
nosaure bei Position 4 im Exon 2 zwischen Trophoblast und Endometrium finden kon- 
nen (Pro - Met, P - M). 



•■••» . . i> i «. , 

Die bisher etablierten Verfahren haben den Nachteil, keine ausreichende Aussage uber 
die DifFerenziertheit der exprimierten hCG-Gene treffen zu konnen. Das hat seine Ur- 
sache darin, daS die Verfahren die Heterogenitat der vorliegenden phCG-Epitdpe aus 
jeweils endometrialem, trophoblastarem, leukozytarem Oder chorioncarcinomahnlichen 
Ursprung nicht erfassen. 

Die Erfindung hat das Ziel, ein Verfahren zur Bestimmung von humanem endometria- 
len hCG und/oder phCG anzugeben, das unter Bnsatz eines leicht handhabbaren 
Testkits die zuveriassige Aussage einer vorausgegangenen optimalen Oder minder- 
wertigen sekretorischen Transformation des Endometriums bzw. einer bestehenden 
optiohalen Implantationsvoraussetzung fur einen Embryo Oder fur die fruhzeitige Dia- 
gnose einer erfolgten Schwangerschaft erm6glicht 

Die Erfindung hat folgende Aufgabe zu idsen: 

- Aussagen zur sekretorischen Transformation des Endometriums im normaien, 
gestdrfen und hormonstimulierten Zyfclus, 

- frQhzeitige Diagnostik eines implantationsfahigen Endometriums, 

- frQhzeitige Diagnostik einer Schwangerschaft in Kombination von endometrialem und 
trophoblastarem hCG, 

- Differenzierung eines early pregnancy loss, 

- Drfferenzierung zwischen Extrauteringraviditat und intrauteriner Schwangerschaft, 

- Differenzierung falsch positiver hCG-Werte (zum Beispiel der hCG-Titer bei Patientin 
nen nach lUD-Eiplage). 

Das Verfahren richtet sich auf die Angabe einer Schrittfolge zur Bestimmung von endo- 
metrialem hCG und/oder phCG (ephCG), womit die angegebene Zielfunktion erreicht 
werden kann. 



Der Erfindung liegt die wissenschaftlichen Erkenntnisse zugrunde, dad im sekretori- 
schen Endometrium gesunder nichtschwangerer Frauen epitheliales hCG und/oder 
phCG gebildet.wird (12-15). Auch in der Dezidua wird bei Patientinnen mit Extrauterin- 
graviditat hCG und/oder phCG im Drusenepithel nachgewiesen (16). Der Nachweis 
erfolgt durch Immunhistochemie, in situ-Hybridisierung, Western Blot und RT-PCR. 
Nach Sequenzierung wurde von uns nachgewiesen, daB die p-Untereinheit des endo^ 
metrialen hCG (ephCG) different zum herkdmmlichen trophoblastaren hCG (tphCG) ist, 
vor allem im Promotorgen des Exon 1 iind auch im Exon 3. Das zeigt, dad ephCG vom 
Gen 7 und 6 translatiert wird, wahrend trophoblastares phCG vorwiegend vom Gen 5 
und auch Gen 8 und 3 gebitdet wird. 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daR das erste in der FrGhschwangerschaft 
nachgewiesene phCG entgegen der allgemeinen Auffassung nicht tphCG ist, sondem 
ephCG. Die Aminosaure- und Nukleotidsequenz des endometrialen phCG wird hier 
erstmals in SEQ ID No 5 und SEQ ID No 7 dargestelit (Endo). Da die Aminosaure- und 
Nukleotidsequenz des endometrialen hCG in SEQ ID No 5 und No 7 nicht ausschlieft- 
lich hCG p7 Oder hCG p6 ist, bezeichnen wir die endometriale Gensequenz als Gen 
p6e. 

Die Erfindung vermeidet die Nachteiie bisher bekannter Methoden und der zu. der 
Durchfuhrung entwickelten Testkits der Total-hCG/phCG-Bestimmung durch den Ein- 
satz des endometrium- und deziduaepithel-spezifischen e&hCG-Antik6rpers im Verfah- 
ren des Testansatzes. 

Dafur werden spezrfische Antikorper mit veranderter Aminosauresequenz im Exon 2 * 
(Position +4) und Exon 3 (Position +117) entwickelt und eingesetzt, die nur den endo- 
metrialen hCG- und/oder phCG-Anteil im Serum, Plasma und Peripherblut sowie im 
Menstrualblut erfassen. 

Der endometriale hCG- und/oder phCG-Anteil kann aber auch mit dem in der Erfindung 
ahgegebenen Verfahren der Quotientenbildung von hCG- und/oder phCG-Me&werten 
als Wert Menstrualblut durch Wert Serum mit den herkammlichen Total-hCG/phCG- 
Immunoassays erfaBt werden. 



Die Erfindung wira" nachstehend an AusfOhrungsbeispielen naher ertautert, ohne 
auf diese beschrankt zu sein. 

Ausfuhrungsbeispiel 1: 

Der Patientin wlrd zur Diagnostik Peripherblut der mitUeren bis spaten Sekretionsphase 
entnommen (Heparinblut, Blut). Das Plasma Oder Serum wird bis zur Messung bei 
-20° C gelagert. 

AIs Antigenmaterial fDr die Antikorpergewinnung des endometrialen hCG und/oder 
phCG werden zum einen je ein synthetisches Peptid der Aminosauresequenz 109 - 
118 Oder 109-122 oder sequenzversetzt fur das hCG p7, p6 und hCG p5, p8, p3 des 
C-terminalen Endes (CTP) im Exon 3 eingesetzt: 

©BiCG p7, p®, p@e (AS 109 - 122): 

109 110 115 117 120 122 

Thr - Cys - Asp - Asp - Pro - Arg - Phe - Gin - Ala - Ser - Ser - Ser - Ser - Lys 
thCG pS, p8, p3 (AS 109 - 122): 

109 110 115 117 120 122 

Thr - Cys - Asp - Asp - Pro - Arg - Phe - Gin - Asp - Ser - Ser - Ser - Ser - Lys 

und weiterhin eine Zell-Linie humaner endometrialer DrQsenepithel-Zellen wie RL95-2 
oder eine andere Zell-Linie (humane uterine epitheliale Zell-Linie RL 95-2). 

Vor dem Einsatz der endometrialen Epfthelzellen wird die mRNA-Expression des hCG 
p7, p6, p6e im Promotorgen Exon 1 und im Exon 3 (CTP) in den nativen Zellen und 
nach Kulturmit RT-PCR geprQft und durch Sequenzanalyse bestatigt. 

Die monoklonalen Antikorper der CTP-Peptide und der Endometrium-Epithel-Zell-Linie 
gegen hCG p7, p6 werden nach Immunisierung, Isolierung, Hybridisierung und Fein- 



reinigung in vorgegebener Vorschrift hergestellt und bei - 20° C geJagert. Dazu werden 
zunSchst sechs bis acht Wochen alte weibiiche BALB/c-Mause mit einer Endometrium- 
Epithel-Zell-Linie immunisiert. Aus den Milzen derart immunisierter Mause warden die 
Zeilen isoliert und mit Mausmyelomzellen fusioniert. Die geeigneten Myelomzellen 
P3-X63-Ag8.653 (17) werden in RPMI-1640 mit 10 % fetalem Kalberserum gezQchtet.' 
In einem Kulturmedium, das Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin enthalt (18), 
werden die gebiideten Hybridzellen von den nicht fusionierten Myelomzellen abgetrennt 
und Zellklone selektiert, weiche Antikorper der gewDnschten Spezifitat sezernieren. 
Die Selektierung der Hybridome erfolgt in an sich bekannter Weise, eiri besonders pro- 
duktives Hybridom wird ausgewShlt Die Herstellung von Hybridomen, weiche AntikSr- 
per der gewOnschten Spezifitat sezernieren, ist zuveriassig wiederholbar. Bne Hinter- 
legung ist deshalb nicht erforderlich. 

Sandwich-ELISA: Die gerelnigten monoklonalen Antikorper (Mab) werden an ELISA- 
plates (96 wells) adsorbiert (8 ug/ml in PBS, 1 Stunde, 37° C) mit anschfie&endem 
Blocken und Waschen; Antigeninkubation (100 1 Stunde, 37° C) mit hCG und/oder 
0hCG oder dem synthetischen Peptid hCG p7, p6, p6e als Standardreihe und dem He- 
parinplasma in Blocking-PuhBr; Bestimmung des Sandwich-Mab, gekoppelt an HRP 
type IV (Sigma) zu 100 ul fur 1 Stunde, 37° C nach der Methode von Wilson und 
Nakane (19). 

Menstrualblut Kann wie Peripherblut nach Zentrifugation zur Abtrennung von Zeilen 
und Stroma fur den direkten hCG p7, P6-CTP (AS 109 - 118; 109 - 122)-ELISA und 
dem hCG p7, p6 (AS -5 bis +5) eingesetzt werden. 

Perfusat nach Corpusabrasio: Einsatz nach Zentrifugation fur die beiden beschriebe- 
nen ELISA-Tests. 

Ausfuhrungsbeispiel 2: 

Neben der bekannten Anderung der Aminosauresequenz in Position 1 17 des CTP 
vom Exon 3 des phCG fQr nicht-trophoblastares hCG haben wir eine weitere Differenz 
der Aminos§ure bei Position 4 im Exon 2 zwischen Trophoblast und Endometrium fin- 
den konnen (Pro - Met). 



Alternativ zum AusfQhrungsbeispiel 1 wird als Antigenmaterial fQr die Antikorper- 
gewinnung des endometrialen hCG und/oder phCG zum einen je ein synthetisches 
Peptid der Aminosauresequenz - 5 bis + 5 oder sequenzversetzt Oder erweitert fur 
das endometrial oder trophoblastare phCG neben einer humanen uterinen epitheliaien 
Zell-Linie wie RL 95-2 eingesetzt: 

ehCG p7, p6, B6e (AS -6 bis +6): 

-6-5 -1+1 +4+5+6 

Met - Gly - Gly - Thr - Trp> - Ala - Ser - Lys - Glu - Met - Leu - Arg 
thCGp5, p8, p3 (AS -6 bis +6): 

-6-5 -1+1 +4 +5 +6 

Met - Gly - Gly - Thr -Trp- Ala - Ser - Lys - Glu - Pro - Leu - Arg 

Vor dem Einsate der endometrialen Epithelzellen wird die mRNA-Expression des hCG 
p7, p6 im Promotorgen Exon 1 und im Exon 2 bei Aminosaureposition +4 in den nati- 
yen Zellen und nach Kultur mit RT-PCR geprOfc und durch Sequenzanalyse bsstatigt. 

Die monoklonalen Antikorper werden weiter wie in AusfQhrungsbeispiel 1 beschrieben 
hergestellt und in den beschriebenen ELISA-Test-Anordnungen eingesetzt. AuBerdem 
besteht die Option in Kombination von AusfQhrungsbeispiel 1 und AusfQhrungsbeispiel 
2 die gesamte Aminosauresequenz von -4 bis +122 oder eine Ligation mit beiden an- 
gegebenen Aminosauresequenzen als Antigen fQr die Antikdrpergewinnung zu benut- 
zen (sowohl fQr Aminosauresequenz ehCG p7, p6 als auch thCG p5, p8, p3). 

AusfQhrungsbeispiel 3: 

Gewinnung von Menstrualblut nach normalem Zyklus, nach Hormontherapie, nach IVF 
und ET ohne erfoigreiche Implantation sowie bei vorgesehener Diagnostik des Zyklus 
bei Kinderwunschpatientinnen und bei lUD-Pafentinnen. 



Parallele Gewinnung von Peripherblut zum selben Zeitpunkt afs heparinblut oder Se- 
rum zum Ausschluss eines erhohten unspezifischen Serum-hCG-Wertes ist unbedingt 
erfordertich. 

Vergleich der hCG- und/oder phCG-Konzentration im biologischen Material der Des- 
quamation des endometrialen Gewebes nach Separation der epithelialen und Stroma- 
zellen, der peripheren mononuklearen Blutzellen, der mononuklearen Immunzellen des 
endometrialen Epithels oder des Stromas fur die hCG- und/oder phCG-Bestimmung. 

Bei einer definierten Differenz hohen Anteils von hCG und/oder phCG im Menstryalblut 
zu niedrigem Anteil im Peripherblut kann von lokaler endometrial Bildung ausgegan- 
gen werden. Fur das Peripherblut kann allein der Qbliche trophoblastare hCG (55, £8, 
p3 -Hormontest (ELISA, MEIA u. a.) verwendet werden. 

Der auszuwertende MeBwert berechnet sich aus der Quotientenbildung der Konzen- 
tration vom Total-hCG/phCG-MeBwert im Menstrualblut durch den WieRwert im Plasma 
oder Serum. 



Patentanspruche: 

.1. Verfahren zum Feststellen optimaler Implantationsbedingungen im aktuelleh 
oder Folgezyklus durch Bestimmen von humanem hCG, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Patientin Peripherblut der mittleren bis spaten Sekretionsphase 
oder Menstrulblut entnommen wird, eine an sich bekannte hCG-Bestimmung mit 
einem komrrierziellen Testkit vorgeriommen wird und die Konzentration des hCG 
absolut oder relativ zum MeBwert in einem zweiten Test fur hCG bestimmt wird. 

2. Verfahren zum Feststellen optimaler Implantationsbedingungen im aktuellen 
oder Folgezyklus durch Bestimmen von humanem endometrialen hCG, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Patientin Peripherblut der mittleren bis spaten Sekreti- 
onsphase oder Menstrualblut entnommen wird, ein ELISA-Test mit dem von aus 
einer Endometrium-Epithel-Zellinie und einer Myelomzeillinie P3X63-Ag8.653 er- 
haltenen Hybridom produzierten monoklonalen AntikSrper vorgenommen wird 
und die Konzentration des endometrialen hCG absolut oder relativ zum MeG- 
wert in einem zweiten ELISA-Test fur ubliches trophoblastares hCG bestimmt 
wird. 

3. Verfahren zum Feststellen optimaler Implantationsbedingungen durch Bestim- 
men von humanem endometrialen hCG, dadurch gekennzeichnet, daB je ein 
ELISA-Test mit synthetischen Peptiden von Exon 3 mit AS 109 bis 122, von 
Exon 2 mit AS -6 bis +6 oder auch von synthetischen Peptiden mit Anteilen in- 
nerhalb der Aminosauresequenz -6 bis +122, in alien Fallen auch sequenzver- 
setzt, dargestellt und zur Messung des endometrialen hCG verwendet wird. 

4. Testkit zUm Erkennen optimaler Implantationsbedingungen, bestehend aus ei- 
nem Enzymimmunoassay zum Bestimmen von humanem endometrialen hCG 
im Serum/Plasma oder Menstrualblut und einem monoklonalen Antikorper, pro- 
duziert von einem Hybridom, das aus einer Endometrium-Epithel-Zell-Linie I und 
der Myelomzell-Linie P3X63-Ag8.653 erhalten wird. 

5. Testkit zum Bestimmen physiologischer Implantationsbedingungen, bestehend 
aus einem Enzymimmunassay zum Bestimmen von humanem endometrialen 
hCG im Serum/Plasma und einem monokfonalen AntikQrper, produziert von ei- 



nenri Hybridom, das hergestellt wird durch Immunisierurig von sechs bis- efcht 
Wochen alten weiblichen BALB/c-Mause mit einer Endometrium-Epithel-Zell- 
Linie, Isolierung der entsprechenden Zellen aus den Milzen der Mause und der 
Fusionierung mit einer Mausmyelomzeliinie, Klonierung und Subklonierung der * 
Hybridome und Verwendung eines produktiven Klons, der die monoklonalen 
AritikOrper in vivo Oder in vitro produziert. 



6. Aminosauresequenz hCG p6e laut SEQ ID No 5 und Gensequenz hCG p6e laut 
SEQ ID NO 7. 




fthCG R7B6, 388 bp *** 



nested PCR 



Fluoreszenzmarken . * NED, ** HEX, ***6-FAM. 
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Sequenzprotokoll: 

SEQ ID NO 1 

<110> Universitat Leipzig 

<120> Verfahren zum Feststellen optimater Implantationsbedingungen durch Be- 
stimmen von humanem endometrialen Choriongonadotropin 

<130> endometriales hCG p7, p6, |36e / C-terminales Ende CTP / AS 109 -122 
<160> 7 
<210> 1 
<211> 14 
<212> Peptid 

<213> phCG endometrial, CTP, Exon 3 
<220> 

<221> ' ' 

<300> 

<301> 

<302> 

<303> 

<304> 

<305> 

<306> 

<307> 

<308> 

<400> 1 (ehCG p7, p6, p6e ; AminosSure 109 - 122) 



212 i: 



4r 



1 5 10 14 

Thr Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Ala Ser Ser Ser Ser Lys 



SEQ ID NO 2 

<110> Universitat Leipzig 

<120> Verfahren zum Feststellen optlmaler Implantatiorisbedingungen durch Be- 
stimmen von humanem endometrialen Choriongonadotropin 

<130> trophoblastares hCG p5, (58, p3 / C-terminales Ende OTP / AS 109 - 122 

<160> 7 
. <210> 2 
<211> 14 
<212> Peptid 

<213> phCG trophoblastar, CTP, Exorr 3 

<220> 

<221> 

<300> 

<301> 

<302> 

<303> 

<304> 

<305> . 

<306> ' 

<307> 

<308> 

<400> 2 (thCG p5, p8, B3; Aminosaure 109-122) 



1 5 10 14' 

Thr Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Asp Ser Ser Ser Ser Lys 



• , 



A 



-14: 

SEQ ID NO 3 , 
<110> Universitat Leipzig 

<120> Verfahren zum Feststellen bptimaler Implantationsbedingungen durch Be- 
stimmen von humanem endometrialen Choriongonadotropin 

<130> endometrites hCG p7, p6, p6e / . AS -6 bis +6 
<160> 7 
<210> 3 
<211> 12 
<212> Peptid 

<213> phCG endometrial, Exon 2 
<220> 
<221> 
<300> 
<301> 
<302> 
<303> 
<304> 
<305> 
<306> 
<307> 
<308> 

<400> 3 (ehCG p7, p6, p6e; Aminosaure -6 bis +6) 



1 

Met Gly Gly 



5 10 12 

Thr Trp Ala Ser Lys Glu Mot Leu Aig 



SEQ ID NO 4 

<110> Universitat Leipzig 

<120i> Verfahren zum Feststellen bptimaler Implantationsbedingungen durch Be- 
stimmen von humanem endometrialen Choriongonadotropin 

<130> trophoblastares hCG P5, P8, P3 / AS -6 bis +6 

<160> 7 
<210> 4 
<211> 12 
<212> Peptid 

<213> phCG trophoblastar, Exon 2 
<220> 
<221> 
<300> 
<301> 
<302> 
<303> 
<304> 
<305> 
<306> 
<307> 
<308> 

<400> 4 (thCG p5, p8, p3; Aminosaure -6 bis +6) 



1 

Met Gly 



5 10 12 

Gly ThrTrp Ala Ser Lys Qlu Pro Leu Arg 



SEQ ID No 5 

<110> Universitat Leipzig 

<120> Verfahren zum Feststellen optimaler Implantationsbedingungen durch Be- 
stimmen von humanem endometrialen Choriongonadotropin 

<130> 
<160> 7 
<210> 5 
<211> 165. 
<212> Peptid 

<213> phCG p6e (ephCG Endo, Endometrium) 

<220> 
<221> 
<300> 
<301> 
<302> 

<400> 5 (phCG p6e , Aminosaure-Sequenz des Gens im Endometrium) 

-20 
Met 

-15 -10 " 5 

Glu Met Phe Gin Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Met- Gly 
-1 . +i 5 10 

Gly Thr Trp Ala . . . Ser Lys Glu Met Leu Arg Pro Arg Cys Arg 

15 20 25 

Pro lie Asn Ala Thr Leu Ala Val Glu Lys Glu Gly Cys Pro Val 

30 35 40 

Cys He Thr Val Asn Thr Thr He Cys Ala Gly Tyr Cys Pro Thr 

45 50 55 , 

Met Met Arg Val Leu Gin Gly Val Leu Pro Ala Leu Pro Gin Val 

60 65 n 70 

Val Cys Asn Tyr Arg Asp Val Arg Phe Glu Ser He Arg Leu Pro 

75 80 85 

Gly Cys Pro Arg Gly Val Asn Pro Val Val Ser Tyr Ala Val Ala 

90 95 ™ 0 

Leu Ser Cys Gin Cys Ala Leu Cys Arg Arg Ser Thr Thr Asp Cys 

105 * 110 115 

Gly Gly Pro Lys Asp His Pro Leu Thr Cys Asp Asp Pro Arg Phe 

120 125 130 

Gin Ala Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser 

135 140 I 45 

Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro He Leu Pro Gin 



SEQ ID No 6 



<110> . 
<120> 

<130> 

<160> 

<210> 

<211> 

<212> 

<213> 

<220> 

<221> 

<300> 

<301> 

<302> 

<400> 



Universitat Leipzig 

Verfahren zum Feststellen optimaler Implantationsbedingungen durch Be- 
stimmen von humanem endometrialen Choriogonadotropin 



7 
6 

165 
Peptid 

phCG p5, p8, p3 



(tphCG, Trophoblast) 



6 (phCG p5, pa, p3, Aminos§ure-Sequenz des Gens irfi Trophoblast) 



-20 

Met 



Glu Met 
Gly Thr 
Pro lie 
Cys lie 
Met Met 
Val Cys 
Gly Cys 
Leu Ser 
Gly Gly 
Gin Asp 
Pro Ser 



Phe Gin 
-l 

Trp Ala 



-15 
Gly 



Leu 

+1 
Ser 



Asn Ala 
Thr Val 
Arg Val 
Asn Tyr 
Pro Arg 
Cys Gin 
Pro Lys 
Ser Ser 
Arg Leu 



15 • 
Thr 

30 

Asn 

45 
Leu 

60 
Arg 

75 
Gly 

90 
Cys 

105 
Asp 

120 

Ser 

135 
Pro 



Leu 
Thr 
Gin 
Asp 
Val 
Ala 
His 
Ser 
Gly 



Leu Leu 
Lys Glu 
Ala Val 
Thr lie 
Gly Val 
Val Arg 
Asn Pro 
Leu Cys 
Pro Leu 
Lys Ala 
Pro Ser 



Leu 
Pro 

Glu 
Cys 
Leu 
Phe 
Val 
Arg 
Thr 
Pro 
Asp 



-10 

Leu 
5 

Leu 

20 
Lys 

35 
Ala 

. 50 
Pro 

65 
.Glu 

80 
Val 

95 
Arg 

no 
Cys 

125 
Pro 

140 
Thr 



Leu Leu 
Arg Pro 
Glu Gly 
Gly Tyr 
Ala Leu 
Ser lie 
Ser Tyr 
Ser Thr 
Asp Asp 
Pro Ser 
Pro lie 



Ser Met 
Arg Cys 
Cys Pro 
Cys Pro 
Pro Gin 
Arg Leu 
Ala Val 
Thr Asp 
Pro Arg 
Leu Pro 
Leu Pro 



-5 
Gly 

10 

Arg 

25 
Val 

40 
Thr 

55 
Val 

70 
Pro . 

85 
Ala 

100 
Cys 

115 
Phe 

130 
Ser 

145 
Gin 



SEQ ID No 7 

<110> Universitat Leipzig 

<1 20 Verfahren zum Feststellen optimaler Implantationsbedingungen durch Be- 
stimmen von humanem endometrialen Choriongonadotropin 

<130> 
<160> 7 
<210> 7 
<211> 861 
<212> DNA 

<213> phCG(56e (ephCG Endo, Endometrium) 

<221> 

<301> 

<302> 

<303> 

<304> 

<305> 

<306> 

<307> 

<308> 

<400> 7 ( phCG p6e, Sequenz des Gens im Endometrium) 



agcactttcc tcgggtcacg gcctcctcct ggttcccaag accccaccat aggcagaggc 60 

aggccttcct acaccctact otctgtgcct ccagcctcga ctagtcccta gcactcgacg 120 

actgagtctc agaggtcact tcaccgtggt ctccgcctca tccttggcgc tagaccactg 180 

aggggagagg actggggtgc tccgctgagc cactcctgtg cctccctggc cttgtctact .240 

tctcgccccc cgaagggtta gtgtccagct cactccagca tcctacaacc tcctggtggc 300 

cttgccgccc ccacaaaccc gaggtataaa gccaggtaca ccaggcaggg gacgc^ccaa 360. 

ggatggagat gttccagggg ctgctgctgt tgctgctgct gagcatgggc gggacatggg 420 

catccaagga gatgcttcgg ccacggtgcc gccccatcaa tgccaccctg gctgtggaga .480 

aggagggctg ccccgtgtgc atcaccgtca acaccaccat ctgtgccggc tactgcccca • 540 

ccatgacccg cgtgctgcag ggggtcctgt: cggccctgcc tcaggtggtg tgcaactacc 600 

gcgatgtgcg cttcgagtcc atccggctcc ctggctgccc gcgcggcgtg aaccccgtgg 660 

tctcctacgc cgtggctctc agctgtcaat gtgcactctg ccgccgcagc accactgact 720 

gcgggggtcc caaggaccac cccttgacct gtgatgaccc ccgcttccag gcctcctctt 780 

cctcaaaggc ccctcccccc agccttccaa gtccatcccg actcccgggg ccctcggaca 840 

ccccgatcct cccacaataa a 861 



Universitatsfrauenklinik der Universitfit Leipzig 
Forschun^labor Humane Reproduktion und Endokrinologie 

Transkriptionsstart BhCG 
** 



LH4 G '** C . T __C 

CG5 
CG6 

CG7 'w a a w-^ — — — CCT GOT TCC 



CG c CTT CAA TCC AGC ACT TTG CTC GGG TCA CGG CCT CCT CCT GGC TCC 

CG6 CTT CAG TCC AGC ACT TTC CTC GGG TCA CGG CCT CCT CCT GGT TCC 

CTT CAG TCC AGC ACT TTC CTC GGG TCA CGG CCT CCT CCT GGT TCC 

CCT GOT TC* 

Bnd ° -360 ~ 330 



tH4 A AT 
CG5 CAG GAC CCC ACC ATA GGC 
CG6 CAA GAC CCC ACC ATA dGC 
CG7 CAA GAC CCC ACC ATA GGC 
Endo CAA GAC CCC ACC ATA GGC 



AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACC 
AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACC 
AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACC 
AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACC 
-300 



C T C 

CTA CTC CCT GTG CCT CCA GGC 
CTA CTC TCT GTG CCT CCA GCC 
CTA CTC TCT GTG CCT CCA GCC 
CTA CTC TCT GTG CCT CCA GCC 

-270 



lh4 g a t ^^^^^mmmmmar 

CG5 TCG ACT AGT CCC TAG CAC TCG ACG ACT GAG TCT CTG AGG p^^TOm S ^^M^M^^^ 1 ^ 
CG6 TCG ACT AGT CCC TAA CAC TCG ACG ACT GAG TCT CAG AGG TCA CTT CAC CGT GGT CTC CGC 
CG7 TCG ACT AGT CCC TAG CAC TCG ACG ACT GAG TCT CAG AGG TCA CTT CAC CGT GGT CTC CGC 
Endo TCQACTZ^CeCT^C^Tra ^J?* 

-240 ~ 210 



LH4 
CG5 
CG6 
CG7 



G Primar 3 G 



C A 



C TC ACG- - _ 

CTC ACC CTT GGC GCT jmmmffllSBBafflBBSBP TGG GGC GCT CCG CTG AGC CAC TCC 

CTC ATC CTT GGC GCT AGA CCA CTG AGG GGA GA G GAC TGG GGT GCT CCG CTG AGC CAC TCC 

CTC ATC CTT GGC GCT HiWtfMii^Hc TGG GGT GCT CCG CTG AGC CAC TCC 



CTC ATC CTT GGC GCT AGA CCA CTG AGG GGA GAG GAC TGG GGT ©CT CCG CTG AGC C&C TCC 

-180 Primer 4 -15 ° 



LH4 
CG5 
CG6 
CG7 



CT AGCC GA CGTC 
TGC GCC CCC CTG GCC TTG TCT ACC TCT TG- CCC CCG AAG GOT TAG TGT CGA GCT CAC CCC 
TGT GCC TCC CTG GCC TTG TCT ACT TCT CGC CCC CCG AAG GGT TAG TGT CGA GCT CAC TCC 
tGT GCC TCC CTG GCC TTG TCT ACT TCT CGC CCC CCG AAG GGT TAG TGT CCA GCT CAC TCC 
• ~~r* asm «mc *iyot rrrra atvr CAC TCC 



CG7 TGT GCC TCC CTG GCC Txo* ivx a^-i xv-x v-w- v-^^ -™ — 

Endo TGT GCC TCC CTG GCC TTG TCT ACT TCT CGC CCC CCG AAG GGT TAG TGT CCA GCT CAC 



-120 



-90 



LH4 G TC C ■ TAA 

CG5 AG- CAT CCT ACA ACC TCC TGG TGG CCT TGC CGC CCC GAC AAC CCC GAG GTA TAA AGC CAG 
CG6 AG- CAT CCT ACA ACC TCC TGG TGG CCT TGC CGC CCC CAC AAC CCC GAG GTA TGA AGC CAG 
CG7 AG- CAT CCT ACA ACC TCC TGG. TGG CCT TGA CGC CCC CAC AAA CCC GAG GTA TAA AGC CAG 
Endo AG- CAT CCT ACA ACC TCC TGG TGG CCT TGC CGC CCC CAC AAA CCC CTG GTA TAA AGC CAG 

-60 



-30 



hCG met glu met phe gin ***** Intron ******** 

UI4 AGT C 

CGS GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CAG GTA AGA CTG CAG 

CG6 GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CAG 
CG7 GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CAG 
Endo GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CAG 

-1 +1 +15 



LH ala 

hCG *** *** *** *** *** gly leu leu leu leu leu leu leu ser met gly gly thr trp ala 

LH4 G 

CG5 TTG TCC CAG GGG CTG CTG CTG TTG CTG CTG CTG AGC ATG GGC GGG ACA TGG GCA 

A 
A 

Endo GGG CTG CTG CTG TTG CTG CTG CTG AGC ATG GGC GGG ACA TGG GCA 

+16 +30 +60 



CG6 
CG7 



14 10. 20 

LH arg trp his ile " 

hCG ser lys glu pro leu arg pro arg cys arg pro ile asn ala thr leu ala val glu lys 

T.H4 G CCG T A T 

CG5 TCC AAG GAG CCG CTT CGG CCA CGG TGC CGC CCC ATC AAT GCC ACC CTG GCT GTG GAG AAG 

CG6 A CCA C G C 

CG7 A ATG C G C 

Endo TCC AAG GAG ATG CTT CGG CCA CGG TGC CGC CCC ATC AAT GCC ACC CT& GCT GTG GAG AAG 
met +90 +120 

21 30 40 

j^jj Primox 2 

hCG glu gly cys pro val cys ile thr val asn thr thr ile cys ala gly tyr cys pro thr 
LH4 . 

CG5 GAG GGC TGC CCC GTG TGC ATC ACC GTC AAC ACC ACC ATC TGT GCC GGC TAC TGC CCC 
CG6 

CG7 , 

Endo G&G GGC TGC CCC GTG TGC ATC ACC GTC mC ACC &CC S3?C TGT GCC GGC T&C TGC CCC ACC 

+150 +180 

.41 42 

LH met 

hCG met *** *** *** *** *** *** *** Intron *** *** *** *** *** *** *** *** thr 
LH4 

■ CG5 HH GTG AGC TGC CCG GGG CCG CCC CAC TCA CAC GGC TTC CAG ggg 

CG6 CC 
CG7 " • - CC 

Endo ATG 

+183 +186 

50 60 
LH Primer 2 ala pro thr 

hCG arg val leu gin gly val leu pro ala leu pro gin val val cys asn tyr arg asp val 

LH4 C C C 

CG5 g^^#g;^ggj§^ G GGG GTC CTG CCG GCC CTG CCT CAG GTG GTG TGC AAC TAC CGC GAT GTG 
CG6 G G A 
CG7 G G A 

Endo CGC GTG CTG CAG GGG GTC CTG CCG GCC CTG CCT CAG GTG GTG TGC AAC TAC CGC GAT GTG 

+210 +240 



70 80 
LH asp phe 

hCG arg phe glu ser ile arg leu pro gly cys pro arg gly val. asn pro val val ser tyr 
LH4 - • - T G T 

CG5 CGC TTC GAG TCC ATC CGG CTC CCT GGC TGC CCG CGC GGC GTG AAC CCC GTG GTC TCC TAC 
CG6 C A 

CG7 C A 

Endo CGC TTC GAG TCC ATC CGG CTC CCT GGC TGC CCG CGC GGC GTG AAC CCC GTG GTC TCC TAC 

+270 +300 



f* 4 .»»»<'• 



90 100 



7 



hCG ala val ala leu ser cys gin cys ala leu cys arg arg ser thr thr asp cys gly gly 

CG5 GCC GTG GCT CTC AGC • TGT CAA TGT GCA CTC TGC CGC CGC AGC ACC ACT GAC TGC GGG GGT 
CG6 G C AA C . A C 

Endo MC GTG GCT CTC AGC TGT CAA TGX GCA CTC TGC CGC CGC AGC ACC ACT GAC TGC GGG GGT 

+330 +360 

no 11 7 120 

his glu leu ser gly leu leu phe leu ser 

hCG pro lys asp his pro- leu thr cys asp asp pro arg phe gin asp ser ser ser ser lys 
nu» pro iys «P ^ V C C CAAC TCT CAG GCC TCC TCT TCC TCT AAA 

CG5 CCC AAG GAC GAC CGC TTG ACC TGT GAT GAC CCC CG-C TTC CAG GAC TCC TCT TCC TCA AAG 
CG6 G J G c 

Sdo CCC AAG GAC CAC CCC TTG ACC TCT GAT GAC OCC CG C TTC" CAG GCC TCC TCT TCC TCA AAG 

+390 ^ a +420 

130 . 14 ° 

hCG ala pro pro pro ser leu pro ser pro ser arg leu pro gly pro ser asp thr pro ile 

CG5 TCC CCT CCC CCC AGC CTT CCA AGT CCA TCC CGA CTC CCG GGG CCC TCG GAC ACC CCG ATC 
CG6 C 

iSo GCC CCT CCC CCC AGC CTT CC& CCA TCC CG& CTC CCG GGG CCC TCG GAC ACC CCG A3?C 

+450 +480 



145 

hCG leu pro gin ter 
LH4 

CG5 CTC CCA CAA TAAA 

CG6 

CG7 

Endo CTC CCA CAA 
+495 
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